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die Knochen- und Knorpelzellbildung von undifferenzler- 
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T-box-Familie zu exprimieren. 
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Beschreibung 

International gibt es trotz intensive* Suche erst einen 
Transkriptionsfaktor, der auf genetischem Niveau die Bii- 
dung knochenformender Osteoblasten auslosen kann. Die 
Eigenschaften letzteren Faktors warden kurzlich unter meh- 
reren Namen beschrieben: Os£2, Aml3 Oder Cbfal , wobei es 
sich immer urn den gleichen Faktor handelt. Ein Transkrip- 
tionsfaktor flir knorpelbildende Chondrozyten existiert zur 
Zeit nicht. 

Brachyury (T) ist ein Transkriptionsfaktor, der zu der sog. 
T-box-Familie gehort. Seine Eigenschaften und die der T- 
box-Familie wurde kurzlich in mehreren tlberblicksartikeln 
beschrieben (Papaioannou & Silver, 1998; Smith, 1997). 
Brachyury und andere Mitglieder dieser Familie (Tbxl bis 
Tbx6) sind in der friihen Embryonalentwicklung aktiv 
CHcrrmann et al., 1990; Kispert et aL, 1994; De Angelis et 
al., 1995; Chapman et al., 1996). 

Brachyury ist als Transkriptionsfaktor naher charakteri- 
siert, und kurzlich wurde auch die 3D-Proteinstruktur seiner 
DNA-bindenden Domane, der T-box, aufgeklart (Kispert et 
al., 1995; Miiller & Herrmann, 1997). Brachyury sclbst ist 
fur das Entstehen und die Proliferation undifferenzierter 
Vorlauferzellen, des Mesoderms, veranrwortlich. Andere 
Mitglieder der T-box-Familic beeinflussen die einbryonale 
Neuralrohr- (Tb*6) (Chapman & Papaioannou, 1998) bzw. 
Herzentwicklung (lix5) (Li et al., 1997; Spranger et al., 
1997). Wieder andere Mitglieder dieser Familie greifen vor- 
aussichtlich in die embryonale Musterbildung der Giiedma- 
Ben-Entwicklung (Simon et al., 1997) und des Gehiras (Tbr- 
1) (Bulfone et al., 1995) ein. 

Von diesem Faktor (Brachyury) ist seit mehreren Jahren 
bekannt, daB er in der friihen Embryonalentwicklung eine 
Rolle spielt und in die Ausbildung des sog. "3. Keimblattes", 
dem Mesoderm, involviert isL Die komplette Inaktivierung 
dieses Faktors Brachyury in der Maus (griechisch: kurzer 
Schwanz; heterozygote Mause besitzen einen kurzen 
Schwanz; ein anderer Name dieses Faktors ist "T", da der 
Genlocus auch "T-locus" genannt wird) ist in der friihen Em- 
bryonalentwicklung lethal und daher fur weitere Einfliisse, 
z. B. bei Knochen- und Knorpelbildung, nicht ohne weiteres 
analysierbar. 

Aufgabe der Erfindung ist es nun, einen Transkriptions- 
faktor mil knorpel- und knochenzcllbildcnden Eigenschaf- 
ten bzw. eine Humanzelle zur Expression des Faktors vorzu- 
sehen. 

Diese Aufgabe wird nun durch eine rekombinante Hu- 
manzelle fur die Knochen- und Knorpelzellbildung von un- 
di fferenziertem Mesenchym gelost, wobei die Humanzelle 
die Fahigkeit besitzt, Tbr-1, Brachyury oder ein anderes 
Mitglied der T-box-Familie zu exprimieren. 

Die rekombinante Humanzelle kann gekennzetchnet sein 
durch Tbxl, Tbx2, Tbx3, Tbx4, Tbx5 oder Tbx6 als Mit- 
glied der T-box-Familie. 

Ferner kann die rekombinante Humanzelle dadurch ge- 
kennzeichnet sein, daB sie rekombinant aus einer Zelle aus 
der folgenden Gruppe gewonnen worden ist: 
humane prim are S tromazelle des Knochenmarks, 
humane prim are mesenchymale Stammzelle, 
humaner primarer artikularer Chondrozyt, 
humaner primarer Chondrozyt aus den Epiphysen von Kno- 
chen und primarer humaner Osteoblast. 

Ferner kann die rekombinante Humanzelle dadurch ge- 
kennzeichnet sein, daB die Humanzelle durch Biopsie ge- 
wonnen worden, expandiert und in an sich bekannter Weise 
rekombinant zur Expression von Tbr-1, Brachyury oder ei- 
nem anderen Mitglied der T-box-Familie verandert worden 
ist 



In kritischen Versuchen konnten wir zeigen, daB in einer 
mesenchymalen Varlauferzelle (C3HlOTVi) rekombinant- 
exprimiertes Brachyury die Biidung knochen- und knorpel- 
formender Zellen, den Osteoblasten und Chondrozyten, aus- 
5 losen kann. Dieser Versuch ist deswegen kritisch, da die nor- 
maien parentalen C3H 1 OTV^- Zellen stabile Gewebezelien 
darstellen, die nur auf recht unterschiedliche exogene Si- 
gnale hin die Moglichkeit der Biidung in vier verschiedenen 
Bindegewebsformen besitzen: den muskelbildenden Myo- 
10 bias ten, den knochen bilde nden Osteoblasten, den knorpel- 
bildenden Chondrozyten und den fettbildenden Adipozyten. 

Bflder 1 und 2 dokumentieren, daB Brachyury nun in der 
Lage ist, die Biidung von Osteoblasten und Chondrozyten in 
diesen CSHlOT^Zellen auszulosen: 

15 

Bild 1 

Histologisch nachweisbare Osteoblasten wurden mit 
Hilfe der enzymatischen Aktivitat von alkalischer Phosphat- 

20 ase, einem Marker-Gen dieser Zellen, nachgewiesen. In der 
in vitro- Kuitur setzt die Reifung der Osteoblasten kurz nach 
Erreichen der Konfluenz ab lag 4 ein (das Erreichen der 
Konfluenz entspricht Tag 0). Eine Woche spater sind auch 
dinstinkte, durch Alcian Blue gefarbte Chondrozyten nach- 

25 weisbar. 

Wesentlich fur die Biidung von Chondrozyten und Osteo- 
blasten ist auch der Nachweis der Expression bestimmter 
Markergene beider Zellformen. Dieser Nachweis wurde hier 
durch ein Verfahren gefuhrt, das man KT-PCR nennt (Re- 

30 verse Ti^skription-Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Bei 
diesem Verfahren wird zuerst aus der gesamten mRNA 
durch reverse Transkription cDNA hergestelll, danach wird 
mit Hilfe der PCR und bestimmter Primer die cDNA fiir be- 
stimmte Markergene der Osteoblasten- oder Chondrozyten- 

35 biidung amplifiziert und dann durch Gelelektrophorese 
nachgewiesen. 

Bild 2 

40 Br&ndungsgemaB konnte gezeigt werden, daB hochspezi- 
fische Markergene fur Osteoblastenbildung, wie z. B. das 
Osteocalcin-Gen und das Gen des PTH/PTHrP-Rezeptors, 
in Brachyury-flberexprimierenden Zellen hochreguliert wer- 
den. Auch das Collagen (I) zeigt den typisch biphasischen 

45 Verlauf der OsteoblastendifTerenzierung. Die Chondrozy- 
tenbildung wird durch die friihe hohe Expressionsrate von 
Collagen IT bestatigt, auBerdem ist auch die Reifung der 
Chondrozyten wahrscheinlich, da die Biidung von Collagen 
(H)-mRNA ab Tag 7 der Kultur herunterreguliert wird und 

50 dann wahrscheinlich andere Collagene exprimiert werden. 
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Patentanspruche 

1. Rekombinante Humanzelle fur die Knochen- und 40 
Knorpelzellbildung von undifferenziertem Mesen- 
chym, wobei die Humanzelle die Fahigkeit besitzt, 
Tbr-1, Brachyury oder ein anderes Mitglied der T-box- 
Familie zu exprimieren. 

2. Rekombinante Humanzelle, gekennzeichnet durch 45 
Tbxl, Tbx2, Tbx3, Tbx4, Tbx5 oder Tbx6 als Mitglied 
der T-box-Familie. 

3. Rekombinante Humanzelle, dadurch gekennzeich- 
net, daB sie rekombinant aus einer Zelie aus der folgen- 
den Gruppe gewonnen worden ist: 50 
humane primare Stromazelle des Knochenmarks, 
humane primare mesenchymaie Stammzelle, 

human er primarer artikularer Chondrozyt, 

humaner primarer Chondrozyt aus den Epiphysen von 

Knochen und primarer humaner Osteoblast. 55 

4. Rekombinante Humanzelle, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Humanzelle durch Biopsie gewonnen wor- 
den, expandiert und in an sich bekannter Weise rekom- 
binant zur Expression von Tbr-1, Brachyury oder ei- 
nem anderen Mitglied der T-box-Familie verandert 60 
worden ist 
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Bild 1 



Brachyury induzierte knochenbildende Osteoblasten in mesenchymalen 
Vorlauferzelien C3H10TY2 (Alkalische Phosphatase Histologie) 
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(Erreichen der Konfluenz: Tag 0) 



Brachyury induzierte knorpelbildende Chondrozyten in mesenchymalen 
Vorlauferzelien C3H10T/2 (Alcian Blue - Histologie) 
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